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An且血iqiderfhon activity shared by pa岬OViruS C proteins：I止血ition o
Toll－likerec甲tOr7／9－d甲endentabhainter臨roninduction．
学位論文題目（パラミクソウイルスCタンパク質の抗インターフェロン括性：
Toll様受容体7月依存性インターフェロンは誘導の阻害）
【目的】
宿主インターフェロン　tm）システムに対するウイルス．の対抗戦略はウイルスの
増殖や病原性発現に極めて重要であり、パラミクソウイルスでは、アクセサリータン
パク質ⅤやCがその中心的な役割を担っている。これまでの研究から、Cタンパク
質は、（1）IFNが抗ウイルスタンパク質を誘導する経路（JAKSTAT経路）を阻害する
こと、（2）感染細胞に生じる二重鎖由仏の生成を抑制し、それによりⅣN．産生や抗ウ
イルスタンパク質の活性化を阻害していることが兄いだされている。その一方、m
産生に至る各種シグナル伝達経路を阻害するかどうかについでは明らかでない。そこ
で本研究では、坪N－α産生誘導に関わる3コのシグナル伝達経路に対するCタンパク
質の阻害効果を調べ、その分子機構について検討することにした。
【方法】
（1）拝外α産生阻害の評価（レポーターアッセイ）：IF沖α6プロモータの下流にルシフェ
ラーゼを配したレポータープラスミドと共に、各シグナル伝達経路のシグナル伝達分
子翠現プラスミドとウイルスタンパク質発現プラスミドをHEⅢ93T細胞あるいは
Vero細胞に導入し20時間後のルシフェラーゼ括性を測定した。（2）Cタンパク質と結
合する宿主園子の検索：各シグナル伝達分子発現プラスミドとCタンパク質を
HEK293T細胞に導入し、免疫沈降法・ウェスタンプロット法により評価した。（ヨ）リ
ン酸．化IRFTの検出：シグナル伝達分子を導入したHEK293T細胞をLaeⅡlⅡ山のサン
プルバッファーに直接溶解しウェスタンプロット法により評価した。
【結果】
肝N－αは、転写因子IRfTが活性化されることで誘導される。この括性化には、R工G⊥I
やMDA5で代表されるm（RIG－I－likerec甲tOr）に依存した経路、Tt）11様レセプター
（TIR）3依存性経路、TI．R7／9依存性経路の3コの経路が知られている。HEK293T細胞
にシグナル伝達分子【Ⅲ且依存性経路に対しては1肝了とⅢG一m（mG－IのN端ドメ
イン）、MDA5、IPS－1のいずれか、TLR3依存性経路に対してはI坪7とTRIF、TLR7／9
依存性経路に対してはIRfTとMyD88、TRAF6、KK可を強制発現させることで、
72冒、．
各経路を括性化し、それによる鼎－αの誘導をレポーターアツセイあるいは分泌
IF沖αの定量により評価した。パラミクソウイルスのプロトタイプであるセンダイウ
イルス（SdV）のCタンパク質を共発現させた場合、RLR依存性経路やm3依存性
経路によるIFN－α誘導の阻害は見られなかったが、TLRT伯依存性経路は特異的に阻
害された。この阻害臥王m産生能力めないⅤ肝0細胞、あるいはJA路STAT経路阻
害活性をもたない駈VC変異体（CF170S，cm5，CI感：1個から数個のアミノ酸変異をも
つ変異体）においても認められることから、以前Cタンパク質に兄いだされていた
JAKrSTAT経路阻害活性とは別の独立した活性であることがわかった。TIJR7／9俵存
性経路を構成する伝達分子MyD88、TM6、IKK臥IRf了の各々とSeVCとをHEK293T
細胞で共発現させた後、免疫沈降を行うと、ⅨKはのみCとの共枕が認められた。IKKα
はIRPTのキナーゼで串ることから、工RPTのリン酸化について検討したところ、IRFT
のリン酸化が抑制されていることが判明した。S亘Ⅴ感染細胞ではC（姐1－204）以外
にYl（姐24－204）やY2（aa30－204）というCのN端側が短くなったCタンパク質が発現
する。YlやY2もCと同様にIKK血との結合が認められたが、TLR7／9依存性腫路の
阻害能は減弔しており、それに一致してlRfTのリン酸化抑制の程度も減属してい
た。パラミクソウイルス亜科の中でCタンパク質をもつ属は3コの属に限られる。各
属の代表として、ウシパラインフルエンザ3型ウイルス（SeVと同属）、麻疹ウイル
ス、ニパウイルスを選び、それぞれのCタンパク質について調べたところ、いずれの
Cタンパク質でもTLR7仲依存性経路阻害活性が兄いだされ、また、IKXhへの結合や
IRfTのリン酸化抑制も認められた。
【考察】
本研究によりCタンパク質に、TI．R加依存性経路を阻害する活性が存在すること
が明らかとなった。Cタンパク質のアミノ酸配知をパラミクソウイルス亜科の属間で
比較するとその相同性は20％にすぎない白今回、兄いだされた阻害活性は属を超えて
保存されていること、また、いずれの属のCタンパク質もIKK血と結合し、IRP7のリ
ン酸化を抑制することから、各ウイルスのCタンパク質は属を超えた共通の祖先から
進化したものである可能性が示唆された。TI．R了／9依存性経路は、大量のIFN一也を産
生する形質細胞槌樹状細胞でみられる特殊な経路である。したがって、形質細胞様樹
状細胞の工瓢α産生は宿主の防御機構において重要な位置を占めること、またその
IFN」乱産生を抑制することがウイルスの増殖にとって重要であることが示唆された。
【結論】
パラミクソウイルスCタンパク翠はTLR7個依存性経路阻害括性をもちIFN増産生
を抑制する。この新規の抗肝N活性は、Cタンパク質がリン酸化酵素IKKαと結合し、
その下流の転写因子であるIRfTのリン酸化を抑制することによると考えられた。
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（学位論文審査の結果の要旨）（明朝体11ポイント、600字以内で作成のこと。）
ウイルスが増殖し病原性を発揮するためには、宿主のインターフェロン（IFN）システムに対
抗することが必要である。パラミクソウイルスでは、Cタンパク質がIFN産生阻害に必要であ
ることが知られて来たが、その阻害機構については明らかでなかった。本研究では、IFN－α産
生誘導に関わる3つのシグナル伝達経路に対する　C　タンパク質の阻害機構について検討を行
い、以下の点を明らかにした。
1）IFN－αの発現を誘導する転写因子IRF7の活性化には、Toll様レセプター（TLR）7／9依存
性経路の他3つの経路があるが、センダイウイルス（SeV）のCタンパク質はTLR7／9依
存性経路を特異的に阻害した。
2）TLR7／9依存性経路を構成する伝達分子MyD88、TRAF6、IKKα、IRF7のうち、SeVCタン
パク質はIKKαと特異的に結合し、IKKαによるIRFTのリン酸化を抑制した。
3）パラミクソウイルス亜科のうち、ウシパラインフルエンザ3型ウイルス、麻疹ウイルス、
ニパウイルスのCタンパク質もIKKα　と結合し、IRF了のリン酸化抑制を介してTLR7／9
依存性経路を阻害した。
本論文は、パラミクソウイルスの宿主IFN発現抑制におけるCタンパク質の阻害機構につい
て新しい知見を与えたものであり、最終試験として論文内容に関連した試問を受け合格したの
で、博士（医学）の学位論文に値するものと認められた。
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